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fen Proc6de pour accroTtre la precocite d'une plante et/ou 
aBaisser la teneur en nitrates stockes dans la plante, ca- 
racterise en ce qu'on induit une surexpression de la Nitrate 
Reductase dans la plante, de maniere a ce qu'on induit une 
surexpression de I'activit6 Nitrase Reductase dans la 
plante. 
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La presente invention concerne un procede d'amelioration de 
la precocite de plantes, notamment des plantes superieures. La presente 
invention concerne egalement un procede d'abaissement de la teneur en 
nitrates stockes dans les plantes, notamment au niveau foliaire le cas 
5 echeant. 

Les especes cultivees ont un cycle de reproduction dont la 
duree limite souvent l'utilisation dans les regions septentrionales. En effet, 
la recolte de l'espece doit pouvoir etre effectuee avant le retour de 
mauvaises conditions meteorologiques. Dans de nombreux exemples, la 

10 maturation des organes recoltes et des graines ne peut etre obtenue en 
temps utile et rend necessaire la recolte avant maturite, ou compromet la 
recolte. Ainsi de nombreuses especes telles que le soja ne sont cultivees 
qu'au dessous de certaines latitudes pour cette raison. Par ailleurs des 
especes deja cultivees en zones septentrionales, ou en altitude, gagneraient 

15 a avoir un cycle plus court pour les memes raisons. 

On remedie classiquement k ce type de probleme, soit en 
utilisant des conditions de culture artificielles (culture en serre), methode 
exploitable pour des cultures maraicheres, soit en selectionnant pour une 
precocite accrue. Un gain de precocite peut etre obtenu, soit en 

20 raccourcissant la duree de la phase de croissance vegetative, soit en 
accelerant I'induction florale, soit enfin en facilitant la maturation des 
fruits ou graines a recolter. En general, la duree de la phase de croissance 
vegetative apparatt controlee par un ensemble compiexe de genes, et se 
comporte comme un caractere quantitatif. II n'y a pas d'indication d'un lien 

25 de causaiite entre cette duree et un aspect particulier du metaboiisme de 
la plante. 

Le but de la presente est de fournir un procede permettant de 
raccourcir la duree de la phase vegetative, et done d'obtenir un gain de 
precocite. 

30 On entend done, dans la presente demande comme dans le 

domaine technique de la presente invention, par "precoces" des varietes 
dont la duree entre la mise en terre de la graine et la recolte ulterieure 
est reduite. Une "precocite accrue" implique une duree de la phase de 
croissance de la plante plus breve qui conduit a une floraison et une 

35 maturation des fruits ou graines a recolter avancees dans le temps par 
rapport a la normale. 
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Un autre but de la presente invention etait d'abaisser la 
teneur en nitrate de certaines plantes, notamment au niveau foliaire. Le 
taux eleve de nitrates peut en effet induire des risques pour la sante ainsi 
que des desagrements au plan des proprietes organoleptiques de certaines 
5 plantes, en particulier pour les epinards, la laitue, ou la carotte. C'est 
pourquoi les teneurs en nitrate, dans les plantes comestibles, sont 
maintenant reglementees dans de nombreux pays. 

La Nitrate Reductase est une enzyme cle connue pour entrer 
en jeu dans la premiere etape de Passimiiation du nitrate dans les plantes. 

10 Le nitrate est la plus importante source d'azote pour les 

plantes superieures. Le nitrate est absorbe par les racines, transports dans 
divers tissus de la plante, puis reduit en ammoniaque en deux etapes. La 
premiere etape exige I'enzyme Nitrate Reductase (NR) qui catalyse la 
reduction du nitrate en nitrite dans le cytoplasme. Dans une seconde etape, 

15 le nitrite est ensuite reduit dans le chloroplaste par la Nitrite Reductase. 
La reduction du nitrate est consideree comme une etape de controle 
majeure dans I'assimilation du nitrate et elle a ete etudiee en detail chez 
les plantes superieures (Wray, 1986). La NR est un homodimere portant 
trois cofacteurs, a savoir FAD, cytochrome et un cofacteur 

20 molybdopterine (Campbell, 1988). 

L'introduction dans une plante du gene de la NR a ete 
proposee pour modifier les caracteristiques d'assimilation des nitrates par 
les plantes de maniere prospective ou speculative mais sans qu'aucune 
application concrete n'ait pu etre effectivement trouvee jusqu'a ce jour. 

25 Dans tous les cas, l'utilisation etait toujours limitee a la 

modulation de I'assimilation des nitrates dans le temps, c'est-a-dire suivant 
le stade de developpement de la plante, ou dans I'espace, c'est-a-dire pour 
favoriser I'assimilation au niveau des racines, des tubercules ou foliaire. 

On a decouvert de fa^on inattendue que la surexpression de la 

30 Nitrate Reductase dans les plantes transgeniques dans lesquelles un gene de 
NR a ete introduit permettait d'une part d'-abaisser de maniere significative 
les teneurs en nitrate stockees sous forme de reserve dans la plante et, 
d'autre part se traduisait par une precocite plus grande, avec un gain de 
precocite de germination, une croissance accrue et une floraison plus 

35 precoce, c'est-a-dire un developpement vegetatif de la plante plus rapide 
qui la fait aboutir a floraison avec une avance d'environ deux semaines par 
rapport aux plantes temoins. 
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Une indicence de la surexpression de la Nitrate Reductase sur 
ia precocite est inattendue. II n'y a pas de travaux qui portent sur de telles 
etudes dans la litterature. Chez les cereales, une incidence eventuelle de la 
quantite de Nitrate Reductase sur les rendements a ete etudiee par de 
5 nombreux auteurs (Clark, 1990). Toutefois, a I'occasion de ces etudes, il n'a 
pas ete note de relation evidente entre l'expression de l'enzyme et la 
precocite. 

Les travaux recents de genetique n'ont pas non plus permis 
d'etablir de relations directes entre la quantite de Nitrate Reductase 

10 exprimee au niveau foliaire et le transport ou le stockage du nitrate dans 
diverses especes. L'etude de mutants deficients pour l'enzyme Nitrate 
Reductase de Nicotiana plumbaginifolia (Saux et coll, 1987) ou d'orge 
(Warner et Huffaker, 1989) a etabli que ces mutants accumuient du nitrate 
au niveau foliaire a un niveau comparable aux plantes temoins capables 

15 d'assimiler le nitrate. La Nitrate Reductase n'est done pas necessaire au 
transport du nitrate. Par ailleurs, divers travaux d'etude du contrfile 
genetique de la teneur en nitrate, realises par Ostrem et Collins (1983) 
chez le tabac, et par Blim-Zandstra et Eenink (1986) chez la laitue ont 
abouti a la conclusion qu'il n'y avait pas non plus de correlation nette entre 

20 la teneur en nitrate foliaire et la quantite de Nitrate Reductase foliaire. 
Cette absence de correlation a ete expliquee par le fait que la Nitrate 
Reductase etant elle-meme inductibie par le nitrate (Crawford, 1989), 
I'accumuiation ou la reduction de la teneur en nitrate peuvent s'accom- 
pagner d'une augmentation ou d'une reduction correlative de la quantite de 

25 cette enzyme dans les tissus, par eff et retroactif. Par contre, divers auteurs 
ont emis I'hypothese que ce serait le besoin de la plante en osmoticum qui 
pourrait gouverner ses caracteristiques de stockage du nitrate, et non pas 
l'utilisation du nitrate par la Nitrate Reductase. La reduction de la teneur 
en nitrate et la precocite accrue des plantes qui surexpriment la Nitrate 

30 Reductase apparaissent done inattendues. 

Dans un cas comme dans l'autre, le mecanisme et les 
justifications theoriques manquent pour expliquer ces proprietes. 



35 
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La presente invention a done pour objet un procede pour 
accroltre la precocite d'une plante et/ou abaisser la teneur en nitrates 
stockes dans la plante, caracterise en ce qu'on induit une surexpression de 
1' enzyme Nitrate Reductase dans la plante. En d'autres termes, on induit 
5 une surexpression de I'activite Nitrase Reductase dans la plante. 

On entend ici par "Nitrate Reductase" (NR) une definition 
fonctionnelle qui inclut toute Nitrate Reductase capable de fonctionner 
comme un marqueur de selection en conferant I'activite Nitrate Reductase 
a une cellule note deficiente en Nitrate Reductase. Cette definition inclut 
10 aussi toute Nitrate Reductase capable de fonctionner dans une plante 
donnee pour accroltre I'activite Nitrate Reductase de ladite plante. Ce 
terme inclut done non seulement l'enzyme specifique de la plante 
specifique a traiter mais toute autre enzyme Nitrate Reductase d'autres 
plantes, de microbes ou meme d'autres especes eucaryotes, si cette Nitrate 
15 Reductase est capable de fonctionner dans ies plantes a traiter. 

On entend par "surexpression" aussi bien une augmentation du 
taux d'activite de NR par rapport au taux exprime dans une plante 
normale, qu'une deregulation de l'expression conduisant a l'expression de 
I'activite NR dans un tissu ou a un stade de developpement ou celle-ci n'est 
20 normalement pas exprimee. 

L'obtention de plantes exprimant de facon deregulee la 
Nitrate Reductase peut §tre obtenue par differentes approches : 
1} En selectionnant des mutants de la plante a ameliorer, mutants 
surexprimant la Nitrate Reductase ; 
25 2) En introduisant par les methodes du genie genetique un gene de Nitrate 
.Reductase eventuellement modifie de facon appropriee a obtenir la 
modification de l'expression, et de preference la surexpression de la 
Nitrate Reductase dans la plante a ameliorer ; 

30 
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3) En introduisant simultanement par les methodes du genie genetique un 
gene de Nitrate Reductase et un gene de Nitrite Reductase eventuel- 
lement modifies de facon appropriee a obtenir la modification de 
Pexpression, et de preference la surexpression dereguiee simultanee de 

5 ces deux enzymes dans la plante a ameliorer. 

4) En introduisant par les methodes du genie genetique un gene de 
regulation de 1'expression de la Nitrate Reductase et de la Nitrite 
Reductase eventuellement modifies, de facon appropriee a obtenir la 
modification de 1'expression, et de preference la surexpression 

10 dereguiee conjointe de la Nitrate Reductase et de la Nitrite Reductase 
dans la plante a ameliorer. 

Ces plantes pourront etre modifiees par les methodes du genie 
genetique decrites dans la litterature, par transformation de cellules suivie 
de leur regeneration, ou par transformation de tissus ou de gametes. 
15 Dans un mode prefere de realisation du procede de l'invention, 

caracterise en ce qu'on introduit dans le genome de la plante un gene 
etranger codant pour la Nitrate Reductase dans des conditions permettant 
son expression. 

On entend par "gene fonctionnel codant pour la NR" une 
20 sequence d'ADN codant pour un polypeptide tel que defini ci-dessus comme 
"Nitrate Reductase", ladite sequence peut done &tre plus courte ou plus 
longue que la sequence codante totale du gene complet de l'enzyme. En 
particulier, le "gene fonctionnel" pourra corresponds a une sequence 
codante partielle a savoir depourvue des introns. 
25 Le gene etranger est en general un gene heterologue, 

e'est-a-dire qui provient d'un organisme d'une espece differente que la 
cellule h6te, le gene codant pour un polypeptide ordinairement non produit 
par la plante dans le genome de laquelle il est introduit. 

Le gene etranger introduit dans le genome de la plante peut 
30 aussi §tre un gene homoiogue au gene endogene e'est-a-dire dont 
1'expression produit la Nitrate Reductase ordinairement produite par la 
plante. 

35 
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Par "conditions permettant son expression", on entend que le 
gene codant la Nitrate Reductase est place sous le controle d'elements 
assurant son expression. 

En particulier, la sequence d'ADN codant pour la Nitrate 
5 Reductase est associee a. une sequence regulatrice appropriee pour sa 
transcription et sa traduction (ci-apres regulon) tels que des promoteurs, y 
compris des codons start et stop, des "enhancer", des operateurs. Les 
moyens et methodes pour identifier et selectionner ces promoteurs sont 
bien connus de l'homme du metier. 

10 Selon un autre mode de realisation, on peut se contenter 

d'agir sur la regulation du gene endogene de la Nitrate Reductase en 
modifiant les genes de regulation qui contribuent a son expression de 
maniere a ce qu'ils induisent une surexpression de Nitrate Reductase 
endogene du fait de ces modifications, en particulier, on place le gene de 

15 la Nitrate Reductase sous le contr61e d'un promoteur heterologue fort 
fonctionnel dans la plante transformed. 

Par ailieurs, on a decouvert selon la presente invention que le 
promoteur endogene des genes de Nitrates Reductases de piante necessite 
la presence de sucre pour §tre active et induire l'expression de la Nitrate 

20 Reductase, la teneur en sucre dans la plante constitue des lors un facteur 
limitant, en particulier aux faibles intensites lumineuses. 

C'est pourquoi, avantageusement, lorsqu'on place le gene de la 
Nitrate Reductase endogene ou etranger sous le controle d'un promoteur 
heterologue, de preference, le promoteur heterologue utilise ne sera pas 

25 dependant de la teneur en sucres. 

Ainsi, le promoteur 35S du CaMV (Kay, Chan, Daly et 
McPherson, 1987), ou le promoteur du gene codant pour le facteur 
d'elongation de la traduction (Curie et coll. 1991), ou tout autre promoteur 
dont le fonctionnement ne depend pas de la presence de sucre sont-ils 

30 utilises avantageusement a cet effet. De meme, de facon appropriee, des 
promoteurs inductibles par une carence en assimilats carbones derives de la 
photosynthese pourront etre employes. 

35 
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C'est pourquoi egalement, selon un autre mode de realisation 
du procede de.l'invention, on se contente d'augmenter la teneur en sucre 
dans la plante pour favonser l'expression de la Nitrate Reductase endogene 
sans introduire de gene etranger. 
5 Comme gene heterologue codant pour une Nitrate Reductase, 

on peut citer en particulier des genes de plantes, notamment dicotyledones, 
comme le tabac (Vaucheret et coll. 1989), la tomate (Daniel-Vedele et coll. 
1989), Arabidopsis (Crawford et coll. 1988), le haricot (Hoff, Stummann, et 
Henningssen, 1991) ou monocotyledones comme l'orge (Kleinhofs et coll. 

10 1988) et le riz (Choi, Kleinhofs et An, 1989). 

II doit done €tre bien entendu que I'invention implique non 
seulement 1'utilisation des ADNc codant la Nitrate Reductase provenant 
notamment de plantes, mais aussi toute sequence d'ADN equivalente, 
e'est-a-dire qui differe de la sequence d'ADNc seulement par une ou 

15 plusieurs mutations neutres, e'est-a-dire dont le changement ou la 
substitution de nucleotides en cause n'affecte pas la sequence primaire de 
la proteine resultante. 

La presente invention implique aussi 1'utilisation de sequences 
d'ADN complementaires aux sequences mentionnees ci-dessus, en particulier 

20 qui presentent une homologie suffisante avec une sequence d'ADNc 
complementaire de i'ARNm d'une Nitrate Reductase, de telle sorte qu'elles 
s'hybrident avec ladite sequence d'ADNc a 80% dans des conditions 
stringentes. 

En fait, les Nitrates Reductases des differentes especes 
25 dicotyledones presentent une grande homologie. Ainsi, la Nitrate Reductase 
de tomate presente environ 90% d'homologie avec la Nitrate Reductase de 
tabac et la sequence d'ADN codant la Nitrate Reductase de tomate 
presente une homologie de plus 80% (environ 81%) avec la sequence d'ADN 
codant la Nitrate Reductase de tabac. 
30 Les Nitrates Reductases sont caracterisees en particulier par 

la presence des acides amines invariants suivants (Daniel-Vedele, Dorbe, 
Caboche, et Rouze, 1989) dans la sequence codante de l'enzyme (positions 
fournies par rapport a la sequence en acides amines de la Nitrate 
Reductase de tabac) : 

35 
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- Sequence CAGNRRKE des acides amines 180 a 187 du domaine de 
fixation du cofacteur a molybdene de l'enzyme, 

- Sequence HPGG des acides amines 564 a 567 du domaine cytochrome b 5 
de l'enzyme, 

- Sequence GLP des acides amines 677 a 679 du domaine cytochrome b 5 
reductase de l'enzyme. 

Les demandes de brevet EP 283 338 et EP 409730 decrivent 
des sequences d'ADN codant pour la Nitrate Reductase de tabac et de 
tomate respectivement. 

Ledit gene fonctionnel codant pour la Nitrate Reductase peut 
etre introduit dans des cellules de plantes selon des techniques connues. On 
pourra utiliser avantageusement dans ce cas, mais non obligatoirement le 
regulon constitutif du gene de la Nitrate Reductase. 

On peut citer, tout d'abord, les methodes de transfert direct 
de genes teiles que la micro-injection directe dans des cellules d'embryon 
de la plante (Neuhaus et Coll., 1987) ou l'electroporation (Chupeau et 
Coll., 1988) ou encore la precipitation directe au moyen de PEG (Schocher 
et Coll., 1986) ou le bombardement par canon de particules (Mc C?.be et 
Coll., 1988).. 

On peut aussi infecter la plante par une souche bacterienne 
notamment d' Agrobacterium tumefaciens selon une methode eprouvee 
(Schell et Van Montagu, 1983) ou d' Agrobacterium rhizogenes notamment 
pour les especes recalcitrantes a la transformation (Chilton et Coll., 1982). 
La souche bacterienne comportera le gene codant pour la Nitrate 
Reductase sous le contr61e d'elements assurant l'expression dudit gene. La 
souche pourra etre transformed par un vecteur dans lequel est insere le 
gene codant la Nitrate Reductase sous le contrSle d'elements assurant 
l'expression dudit gene. Ce gene sera insere par exemple dans un vecteur 
binaire tel que pBIN19 (Bevan, 1984) ou pMON 505 (Horsch et Klee, 1986) 
ou tout autre vecteur binaire derive des plasmides Tl et Ri. II pourra aussi 
Stre utilement introduit par recombination homologue dans un plasmide Tl 
ou Ri desarme, tel que pGV 3850 (Zambryski et coll., 1983) avant la 
transformation de la plante. 

A titre de vecteur d'expression comprenant le gene fonction- 
nel de la Nitrate Reductase selon 1'invention, on peut citer les vecteurs 
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comprenant une sequence d'ADN contenant au moins une origine de 
replication telle que des plasmides, des cosmides, des bacteriophages, des 
virus, etc. On utilisera de preference toutefois des plasmides. 

Lorsque l'on introduit un gene fonctionnel codant pour une 
•5 Nitrate Reductase dans le genome de la plante, ce sera de preference sous 
ie controle de promoteur heterologue. 

A titre illustratif, on peut citer a cet effet des promoteurs 
constitutifs, comme celui du facteur d'elongation de la traduction (Curie et 
coll. 1991), des promoteurs tissus specif iques comme celui de la patatine 

10 exprime dans les tubercules (Rocha-Sosa et coll., 1989), ou comme celui de 
la petite sous-unite de la ribulose-bis-phosphate decarbosylase exprimes 
dans les feuilles (Thomson et White, 1991), ou derives de virus vegetaux 
comme le promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur ou CaMV 
(Kay, Chan, Daly et McPherson, 1987) ou derives de l'ADN-T des 

15 Agrobacteries ou toute source de promoteur fonctionnel dans la plante 
transformed. 

Dans les exemples ci-apres, donnes a titre purement 
illustratif, le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est derive du 
gene Nia 2 de la Nitrate Reductase du tabac decrit dans la Figure 3 ( 
20 Vaucheret et coll., 1989) et le gene etranger codant pour la Nitrate 
Reductase est insere dans le piasmide pBin 19. 

Enfin, la presente invention a egaiement pour objet des 
plantes obtenues par le procede selon I'invention. 

Les caracteristiques des plantes expnmant de mamere 
25 deregulee la Nitrate Reductase conjointement ou non avec 1'expression 
der.egulee de la Nitrite Reductase selon I'invention sont un gain de 
precocite de germination, une croissance accrue et une floraison plus 
precoce. 

En outre, cette expression deregulee se traduit par des 
30 caracteristiques supple mentaires telles que : 

- une baisse de la teneur en nitrate dans les tissus de la plante, et 

- de conferer aux plantes obtenues une caracteristique qui permet de les 
distinguer aisement des plantes non modifiees du fait de la sensibilite 
accrue au chlorate des plantes modifiees. 

35 
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Le chlorate est utilise comme defoliant. Un traitement au 
chlorate s'avere utile en prealable a la recolte de certaines plantes a 
maturite comme le coton. 

Ainsi, on peut, grace au procede de 1'invention, utiliser le 
5 chlorate a des doses moins importantes pour induire la defoliation des 
plantes modifiees selon 1'invention si ce traitement s'avere utile. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaltront a la lumiere de la description detaillee du mode de realisation 
suivant. 

10 La Figure 1 represente l'etude comparee de la croissance de la 

descendance du tabac transforme 3051 PBD6, cultivee in vitro. Le nombre 
moyen de feuilles par plantule (Ordonnee) a ete mesure et represente en 
fonction du nombre de jours ecoules apres le semis (Abscisse). 

La Figure 2 represente la croissance en serre et floraison de 

1-5 plantes surexprimant ou non la Nitrate Reductase. Ces plantes ont ete 
repiquees en serre au meme stade de developpement et cultivees dans les 
memes conditions experimentales. 

La Figure 3 represente la sequence du gene derive de Nia2 de 
la Nitrate Reductase de tabac prive de ses introns. 

20 

EXEMPLE 1 

Effet de la surexpression de la Nitrate Reductase 
sur la precocite du tabac 

25 Des genes recombinants derives du gene de la Nitrate 

Reductase de tabac (Brevet Europeen EP 283 338) ont ete initialement 
realises selon une procedure classique decrite par Vincentz et Caboche 
(1991) afin de complementer des mutants de N. plumbaginifolia deficients 
pour la Nitrate Reductase. Ces genes sont constitues de la maniere 

30 suivante. La sequence codante de la Nitrate Reductase (ADNc derive du 
messager d'origine Nia2) precedee ou non de la sequence 5' non traduite de 
ce trascrit, et suivie de sequences d'arret de la transcription derivee d'un 
des genes de la Nitrate Reductase du tabac, ou du CaMV a ete placee sous 
le controle du promqteur fort de l'ARN 35S du CaMV. 

35 
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Dans le present exemple, ce gene a ete insere dans un 
piasmide vecteur binaire pBin!9 (BEVAN, 1984) et introduit selon une 
procedure classique dans le genome de tabacs industriels, varietes PBD6 et 
BB16, par I'intermediaire d' Agrobacterium tumefaciens (souche LBA 4404) 
5 (Hoekema et al., 1983). La transformation a ete realisee par inoculation de 
disques foliaires d'une surface moyenne de 5 cm . Le piasmide pBin!9 
portant le gene NPTII (neomycine phosphotransferase) conferant la 
resistance a la kanamycine apres transformation, les transformants ont ete 
selectionnes pour leur aptitude a se developper sur une dose de 100 mg/1 de 

10 cet antibiotique. Sur un total de 125 explants inocules pour la variete BB16, 
et 190 explants pour la variete PB D6, le nombre de piantes transformers 
obtenues s'eleve respectivement a 10 et 281. Parmi ces piantes, certaines 
peuvent atteindre un niveau d'activite Nitrate Reductase six fois superieur 
a celui observe pour le type sauvage. Les caracteristiques de germination et 

15 de croissance de deux transformants qui surexpriment la Nitrate Reductase 
ont ete presentees ici et sont representatives. 

Etude de la croissance in vitro de la descendance du transformant 30.51 
Ce transformant obtenu a partir du genotype PBD6, 
surexprime approximativement 600% du niveau de la Nitrate Reductase du 

20 temoin non transformed Sa descendance a ete recoltee et etudiee. Apres 
sterilisation en surface pendant 40 minutes dans une solution de 800 ml 
d'eau contenant un comprime de Bayrochlore de 1 ml de Teepol, puis un 
rincage par trois fois dans 800 ml d'eau sterile, les graines ont ete semees 
sur du milieu de bouturage contenant 20 mM de nitrate. 12 graines de cette 

25 plante, ainsi qu'un nombre identique du type sauvage ont ainsi ete cultives 

in vitro dans des tubes, puis places dans des chambres de culture dont la 

temperature est maintenue a 25°C et le degre hygrometrique a 65% ; 

l'eclairage de ces chambres est assure par des tubes fluorescents type 

"bianc industrie" Philips 40W, assurant une intensite lumineuse de 60pE 
-2-1 

30 m s , 16 heures par jour. La Figure 1 montre que la descendance du 
transformant germe significativement plus precocement que celle du temoin 
non transformed Une moyenne effectuee sur chaque lot revele que la 
descendance de la plante transformed germe 9 jours avant celle du type 
sauvage. 
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Etude de la croissance de la descendance du transformant primaire 30.1 
BB16 

Les graines issues de la plante 30.1 BB16 (transformant 
primaire surexprimant le gene de la Nitrate Reductase a un niveau trois 
fois superieur au temoin non transformed ont ete semees sur de la tourbe et 
alimentees par la solution nutritive de Cole et Lesaint, contenant 20 mM 
de nitrate comme source azotee. 10 plantes ont ainsi ete disposees en serre 
sous un eclairage de 16 heures par jour. II ressort de leur etude (Figure 2) 
que les plantes surexprimant constitutivement le gene de la Nitrate 
Reductase .(telles que la plante 30.1.10 prise comme exemple) voient leur 
floraison acceleree de 10 jours par rapport aux plantes du type sauvage 
(WT.2 et 30.1.9, cette derniere plante etant une plante du type sauvage ne 
surexprimant pas la Nitrate Reductase et ne resistant pas a la kanamycine, 
ayant segrege dans la descendance du transformant primaire). 

EXEMPLE 2 

Etude de la sensibilite au chlorate des plantes transgeniques exprimant 
constitutivement le gene de la nitrate reductase 

Des semis en terrine de descendants homozygotes du 
transformant 30.51PBD6 ont ete effectues parallelement a des semis 
temoins. Ces terrines ont ete arrosees avec une solution contenant 0,5 mM, 
1,5 mM, 5 mM ou 10 mM de chlorate de potassium dix jours apres le semis, 
au stade deux feuilles. Mors que les plantes temoins manifestent les 
symptomes de chlorose puis de brOlure foliaire caracteristiques de I'effet 
du chlorate uniquement aux doses de 5 et 10 mM, les plantes transgeniques 
sont tuees des la dose la plus faible de chlorate employee (0,5 mM). 

EXEMPLE 3 

Effet de la surexpression de la Nitrate Reductase sur la teneur foliaire 
en nitrate chez Nicotiana plumbaginifolia 

La sequence codante de la Nitrate Reductase (ADNc derive du 
messager d'origine Nia2) precedee de la sequence 5' non traduite de ce 
transcrit, et suivie de sequences d'arrdt de la transcription derivees du gene 
Nia2 de la Nitrate Reductase du tabac a ete placee sous le controle du 
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promoteur fort de l'ARN 35S du CaMV. Dans le present exemple, ce gene a 

ete insere dans un plasmide vecteur binaire pBin!9, et introduit dans le 

genome du mutant E23 de Nicotiana plumbaginifolia deficient pour le gene 

de structure de la Nitrate Reductase selon une procedure classique decrite 

5 dans l'exemple 1. Un transformant, CI, exprimant une activite Nitrate 

Reductase de 29 nM de nitrite par minute et par mg de proteines totales, 

soit 178% du temoin sauvage a ete etudie. Des plants de Nicotiana 

plumbaginifolia sauvages ou du transformant CI ont ete cultives en serre, a 

1'I.N.R.A. de Versailles au cours de I'automne 1990. 

10 a) Au cours du premier essai (7/09 au 7/11/90), les plantes ont 

ete placees sur un melange tourbe/argile et arrosees 2 fois par 2k h par 

une solution nutritive complete nitroco-ammoniacale (430 ml par plante et 

par jour), contenant soit 10,2 mM de nitrate et 1,8 mM d'ammonium soit 

15,3 mM de nitrate et 2,7 mM d'ammonium. L'eclairement naturel a ete 

15 complemente par un eclairage d'appoint assurant de 1'ordre de 100 mmol 
-2-1 

m s PAR pendant 16 h (iampes phytoclaude). La recolte a eu lieu au 
stade debut floraison. Des analyses ont ete pratiquees sur k plantes prises 
au hasard parmi les 28 plantes cultivees, par genotype et par type de 
condition de culture. 

20 b) Au cours du second essai (25/10/90 au 30/01/91), les plantes 

ont ete placees sur sable inerte et arrosees toutes les 15 minutes pendant 
2k h, par une solution nutritive complete (9,6 1 par plante et par jour) 
contenant soit 1 mM de nitrate seul, soit 12 mM de nitrate seul. 
L'eclairement naturel a ete complemente par un eclairage d'appoint 

25 identique a celui de l'essai precedent mais pendant 12 h. Les plantes ont 
ete recoltees au stade rosette, les analyses ont ete pratiquees sur un 
echantilion moyen regroupant k plantes prises au hasard parmi les Ik 
plantes cultivees, par genotype et par type de condition de culture. 

Les analyses pratiques apres recolte montrent les tendances 

30 suivantes (voir tableau ci-joint) : 

1) La teneur en nitrate est beaucoup plus faible chez les 
plantes transformers que chez les plantes temoins (de -30% a -70%) ; 
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2) La teneur en azote reduit est plus elevee chez les plantes 
transformees. II est a noter qu'il existe un seuil maximal correspondant a 
*,5% d'azote reduit chez tous les types de plantes quel que soit le type de 
nutrition azotee ; 

5 3) La teneur en azote proteique est la meme chez les plantes 

transformees et temoins ; 

La teneur en azote total chez les plantes transformees est 
legerement plus faible que chez les plantes temoins ; 

5) Le type de nutrition azotee (en quantite et en qualite) 
10 modifie la teneur en composes azotes par plante mais ne semble pas avoir 
d'effet sur le comportement general des plantes. 

En conclusion, les plantes tranformees accumulent beaucoup 
moins d'azote sous forme nitrique que les plantes temoins. Les plantes 
transformees accumulent 1'azote sous forme reduite. Cet exces d'azote 
15 reduit interne pourrait Itre l'une des causes de la plus forte teneur en 
matiere seche (M.S.) ainsi que de la moindre production de biomasse fraiche 
et seche (de -15% a -30%) observers chez les plantes transformees. 

20 
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TABLE 1 : Teneur foliaire en azote total, nitrique, reduit ou proteique de 
plantes surexprimant de facon deregulee la Nitrate Reductase. 



5 N total N0 3 " N reduit' N proteique %M.S. M.S. 

%M.S. %M.S. %M.S. %M.S. . t g/plante 

Essai 1 

solution nutritive : 

10.2 mM N0 3 " + 1 ,8 mM NH 4 + 

TEMOIN 4,09 1.11 2,98 2.07 10.7 19.5 

10 TRANSFORME 4.03 0.67 3,36 2,12 10.4 16.4 

solution nutritive : 

1 5.3 mM N0 3 - + 2.7 mM NH 4 + 

TEMOIN 4.56 1.78 2,78 2,21 8,2 18.2 

TRANSFORME 3,80 0.53 3.27 2.17 11,6 19.7 

15 

Essai 2 

solution nutritive : 
1 mM N0 3 - 

TEMOIN 5.51 1.09 4.42 2,82 5.9 3.3 

TRANSFORME 5,05 0.62 4,43 . 2.92 6.5 2.5 

20 solution nutritive : 
12mMN0 3 - 

TEMOIN 6,06 2,14 3,92 2.89 6.0 3.95 

TRANSFORME 5,90 1,49 4,41 2.84 6,7 2.85 



* calcul N reduit : N total - N0 3 " 
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EXEMPLE » 

R61e du sucre dans l'expression de la Nitrate Reductase 

Des plantes de Nicotiana plumbaginifolia sauvages et CI 
5 identiques a celles decrites dans l'exemple 3 ont ete repiquees au stade k 
feuilles, cultivees trois semaines en serre, a l'l.N.R.A. de" Versailles au cours 
de l'automne 1990 dans un terreau arrose par une solution nutritive 
complete nitroco-ammoniacale, contenant 12 mM de nitrate et 2 mM 
d'ammonium. Les plantes ont ete transferees dans une chambre de culture 
10 pendant 6 jours et soumises a une photoperiode de 16 heures a 25°C, avec 

—9 — 1 

un eclairement de 130 mE m s PAR pendant 16 h (lampes phytoclaude) 
suivi de 8 heures d'obscurite a 16°C. Les plantes ont ensuite ete placees a 
l'obscurite durant 72 heures, tout en restant alimentees par la solution 
nutritive. A ce stade, des analyses ont ete pratiquees sur les feuilles de 4 

15 plantes prises au hasard par genotype temoin ou CI. Le niveau de transcrit 
Nitrate Reductase a ete mesure par la methode de northern (Thomas, 1980) 
dans ces feuilles. Cette quantite de transcrit decrolt d'un facteur 20 a 50 
dans les plantes temoins placees a. l'obscurite, alors qu'elie decroit 
seulement de 50% dans les plantes CI, placees dans les memes conditions. 

20 Les feuilles preievees sur ces plantes temoin, maintenues a l'obscurite et 
dont le petiole est plonge durant quatre heures dans une solution de 
conservation (Chlorure de potassium 40 mM, et chlorure de calcium 10 mM) 
contenant 0,2% de glucose accumulent a nouveau du transcrit Nitrate 
Reductase a un niveau approximatif de 25% par rapport aux conditions 

25 initiales precedant le transfert a l'obscurite. Par contre, cette accumulation 
n'est pas observee pour des feuilles temoins maintenues a l'obscurite dont 
le petiole est plonge dans la solution de conservation sans glucuse. Dans les 
plantes CI, le niveau de transcrit Nitrate Reductase reste eleve aux 
diverses etapes de l'experience, montrant que la reduction du niveau de 

30 transcrit Nitrate Reductase dans les plantes temoins ne resulte pas d'un 
ralentissement general du metabolisme dO a la carence en sucre. La teneur 
en sucre apparalt done comme un signal important pour l'expression du 
gene non modifie de la Nitrate Reductase, et peut done constituer un 
facteur limitant de cette expression aux faibles intensites lumineuses. 
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La Figure 3 represente une sequence identified comme 

ci-dessous : 

Type de sequence : Nucleotide et sa proteine correspondante 
Longueur de la sequence : 3457 paires de bases 
Nombre de brins : simple 
Configuration : lineaire 

Type de molecule : ADN complementaire (ADNc) 
ORIGINE 

Organisme : Plante, Nicotiana tabacum 

Source experimentale : feuilies 

Nom de la iignee : N. tabacum cv. Xanthi XHFD8 

CARACTERISTIQUES 

de 1 a. 143 paires de bases : sequence 5 r non traduite (leader) 

de 144 a 2855 paires de bases : sequene codante pour l'apoenzyme nitrate 

reductase 

de 2856 a 3457 paires de bases : sequence 3' non traduite 
PROPRIETES 

ADNc du messager codant pour l'apoenzyme de la nitrate reductase 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour accroitre la precocite d'une plante et/ou 
abaisser la teneur en nitrates stockes dans la plante, caracterise en ce 

5 qu'on induit une surexpression de la Nitrate Reductase dans la plante. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce qu'on 
introduit dans le genome de la plante un gene etranger codant pour la 
Nitrate Reductase dans des conditions permettant son expression. 

3. Procede selon l'une des revendications 1 ou 2 caracterise 
10 en ce que le gene codant pour la Nitrate Reductase provient d'un ADNc de 

plantes dicotyledones codant pour la Nitrate Reductase. 

4. Procede selon l'une des revendications 2 ou 3 caracterise 
en ce qu'on infecte des explants par une souche d' Agrobacterium 
tumefaciens ou Agrobacterium Rhizogenese transformed par un piasmide 

15 dans lequel est insere ledit gene etranger codant pour la Nitrate Reductase 
place sous le contr61e d'elements assurant l'expression dudit gene. 

5. Procede selon l'une des revendications 2 a*, caracterise en 
ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est insere dans 
un piasmide derive du piasmide de Ti ou Ri. 

20 6. Procede selon l'une des revendications 2 a 5, caracterise en 

ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est place sous le 
contr61e d'un promoteur heterologue fonctionnel dans la plante trans- 
formee. 

7. Procede selon l'une des revendications 2 a 6 caracterise en 
25 ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est derive du 

gene Nia 2 de la Nitrate Reductase du tabac 

8. Procede selon l'une des revendications 2 a 6 caracterise en 
ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est place sous le 
contr6ie du promoteur de 1'ARN 35S du Ca MV. 

30 9. Procede selon l'une des revendications 2 a 8 caracterise en 

ce que le gene etranger codant pour la Nitrate Reductase est insere dans le 
piasmide pBin 19. 
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10. Plante obtenue par le procede selon I'une des revendica- 

tions 1 a. 9. 

11. Plante a precocite accrue selon la revendication 10. 

12. Plante a teneur en nitrates stockes reduite obtenue selon 
5 la revendication 10. 

13. Plante selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle 
presente une sensibilite accrue au chlorate. 

10 



15 



20 



25 



30 



35 



JNSOOCID*. <FR 26Ba228M> 



2688228 



1 / S 



FIG.1 




jours 



FIG.2 




SSOOCIO<FR 2688228A1> 



2688228 



TT CAA ATG ATT AAA AAA GGG AAT TCA GAG TTA GAG CCA TCT GTT 
Leu Gin Met He Lys Lys <;iy Asn Ser Glu Leu Glu Pro Ser Val 
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GAGCTCGTT CCCAAACAGA ACAAGAAAAT CAAATCTCGG AGAGAGAGAG AGAGAAATAT 

TTTGAGAGAG AAATACAGAA AATCTCTCTT CCTTCTTTCC TTTTTTTTTC AATCCCCATT 119 

CATATTCTTT TTTTAGAATA ATCT ATG GCG GCA TCT GTC GAA AAC AGG CAG 170 

Met Ala Ala Ser Val Glu Asn Arg Gin 9 

TTC AGT CAC CTA GAA GCC GGT TTA TCC CGG TCT TTC AAG CCC car 
Phe Ser His Leu Glu Ala Gly Leu Ser Arg Ser Phe J£ Pro 

TCT GAT TCC CCG GTT CGT GGC TGC AAC TTC CCT TCG CCC AAC AGT 
Ser Asp Ser Pro Val Arg Gly Cys Asn Phe Pro Ser Pro Asn Ser 

S Atn pS IT« *** f A ** T TCC ACC ATT TAC CTT GAT TAC • 
ltlr Asn phe Gln L Y S Lys Pro Asn Ser Thr lie Tyr Leu Asp Tyr 

TCG TCG AGT GAA GAC GAC GAT GAT GAT GAC GAA AAA AAT GAG TAC 
SSr Ser Glu Asp Asp Asp Asp Asp Asp Glu Lys Ash Glu lyr " 
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